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摘要 : 采用 时 间 动 力学 法 对 小 菜 蛾 Plutella xylostella 酷 氨 酸 酶 的 最 适 反应 条 件 、 对 卸 制 痢 的 敏感 度 以 及 发 育 期 变化 规律 进行 
了 研究 。 结 果 表 明 : 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 反应 的 最 适 pH 值 为 6.4， 反 应 线性 时 间 为 0~2 min， 在 22% 和 4% 下 其 活性 分 别 可 保 
持 12h 和 72h, 在 -20% 下 至 少 可 保持 7 天 。 不 同 发 育 阶 段 小 荣 蛾 酷 氨 酸 酶 活性 的 大 小 依次 为 预 晴 > 4 龄 幼虫 > 58» 185. 
2 龄 、3 龄 幼虫 > RE, Zm (phenyl thiourea, PTU) 对 小 菜 蛾 阿 维 菌 素 抗 性 品系 和 敏感 品系 栈 氨 酸 酶 活性 的 抑制 中 浓 
E (lo) 值 分 别 为 1.1796 pmol/L 和 1.2795 pnmoyL， 二 者 无 明显 差异 。 
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Abstract: The optimum reaction conditions, sensitivity to the inhibitor and the developmental changes of tyrosinase in the 
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diamondback moth, Plutella xylostella (L.), were studied using time-driving dynamic method. The results showed that 
the optimum pH of tyrosinase is about 6.4; The OD,» values are linear with time from 0 — 2 min. When stored at 22 C 
and 4^C, the prepared tyrosinase could keep its best activity for 12 h and 72 h, respectively; and while stored at 
- 20'C,, the tyrosinase could keep its activity for at least 7 days. The activity of tyrosinase in different developmental 
stages of P. xylostella follows the order pharate pupa > 4th instar larvae > pupa > 1st — 3rd instar larvae > adult. The 
Lo of phenyl thiourea ( PTU) to the activity of tyrosinase from both the resistant and susceptible strains showed no obvious 
difference (1.1796 uimol/L and 1.2795 ymol/L, respectively) . 
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酷 氨 酸 酶 ， 又 称 儿 茶 酚 氧化 酶 、 多 酚 氧 化 酶 
等 ,是 一 种 铜 蛋 白 ， 有 具有 单 酚 单 氧化 酶 (EC 
1.14.18.1) 和 邻 茶 二 酚 氧 化 酶 (EC 1.10.3.1) 活 
E. ERRA, KAREKA (KAR 
等 ) 转化 为 二 酚 ， 并 进一步 氧化 为 醒 ， 再 通过 一 系 
列 反 应 ， 最 后 生成 黑色 素 (melanin)。 黑 色素 对 昆 
虫 变态 过 程 中 表皮 的 黑 化 和 骨 化 起 春 重 要 作用 。 另 
外 ， 酷 氨 酸 酶 在 昆虫 的 伤口 愈合 和 抵御 外 来 化 合 物 
等 生理 过 程 中 也 起 着 重要 作用 。 

对 昆虫 酷 氨 酸 酶 的 研究 国外 从 1905 年 就 已 开 
始 ， 目 前 主要 集中 在 家 蝇 Musca domestica 和 烟草 天 
ik Manduca sexta. 等 昆虫 酪 氨 酸 酶 的 研究 ， 从 基本 的 
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生理 功能 、 生 理 生化 性 质 及 酶 的 分 离 纯 化 和 异 源 表 
达 等 方面 都 有 报道 (Aso etal., 1984; Sugumaran et 
al., 1988; Morgan et al., 1990; Hara et al., 1993; 
Marmaras et al. , 1993; Sugumaran et al., 2000; Fang 
et al .，2002)。 国 内 在 这 方面 的 研究 其 少 。 对 于 重 
要 害虫 小 羔 蛾 酪 揪 酸 酶 的 系统 研究 国内 外 尚未 见报 
JB e 

小 菜 蛾 是 世界 范围 内 最 难 治 理 的 重要 蔬菜 害虫 
之 一 ， 对 所 有 使 用 过 的 杀 虫 药剂 几乎 都 已 产生 了 
抗 性 。 而 探索 新 型 杀 虫 剂 最 有 希望 的 途径 是 “生物 
合理 途径 ”( 张 宗 炳 和 冷 欣 夫 ，1993)。 因 此 ， 对 小 
菜 蛾 酪 氮 酸 酶 进行 系统 研究 ， 明 确 小 菜 蛾 酷 氮 酸 酶 
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的 一 些 基 本 的 生物 化 学 性 质 ， 确 定 其 活性 测定 的 最 
É pH 值 、 不 同 温度 下 的 保存 时 间 及 小 沫 蛾 不 同 发 
育 阶 段 酷 氨 酸 酶 的 活性 变化 等 ， 为 进一步 明确 酷 氮 
酸 酶 与 小 菜 蛾 抗 药 性 之 间 的 关系 及 开发 有 效 治 理 小 
菜 蛾 抗 药 性 的 新 型 杀 虫 药剂 提供 理论 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 ftii Em 

小 菜 蛾 抗 阿 维 菌 素 品系 由 1997 年 采 自 河北 省 
宣化 田间 的 宣化 种 群 室 内 涩 选 所 得 ， 敏 感 品系 由 同 
源 的 宣化 种 群 在 不 接触 药剂 情况 下 同步 饲养 所 得 。 
ANS BRRIAEZK HH E S AA 〈 陈 之 浩 等 ，1990) 。 
1.2 MAHE 

FKEA W P dS B3 9238 5] J& 38 PA 50 
mg 小 菜 蛾 4 龄 幼虫 ，20 倍 体积 的 0.1 mol/L, pH 
6.5 的 磷酸 缓冲 液 ， 充 分 匀 浆 ， 再 用 等 体积 磷酸 组 
冲 液 稀释 EE, 10 000 x g 离心 5 min， 取 上 清 液 
冰 浴 备用 。 
1.3 终点 法 

参照 李 周 直 (1993) 方法 。 于 试管 中 加 入 酶 液 
0.2 mL, 0.1 mol/L, pH 6.5 的 磷酸 缓冲 液 2.4 mL, 
0.0375 mol/L 4582€ — 0.4 mL, F 37S 恒 温水 浴 中 
反应 5 min 后 立即 置 于 冰 水 浴 中 中 止 反应 。 用 分 光 
光度 计 在 420 nm 下 测定 光 密 度 (OD) Å, URR 
缓冲 液 为 对 照 。 
1.4 ”动力 学 法 

参照 Sugumaran 和 Nellaiappan (2000) 方法 ， 有 
修改 。 反 应 体系 为 3 mL。 加 酶 液 0.2 mL，0.1 mol/ 
L、pH6.5 的 磷酸 缓冲 液 2.4 mL，0.0375 mol/L 452 
二 酚 0.4 mL FEMP, F UV Lambda Bio40 型 双 
光束 扫描 分 光 光 度 计 中 ， 在 420 nm 下 用 时 间 驱 动 
程序 测 其 在 2 mn 内 的 OD 值 变 化 ,重复 3 次 ， 计 
算 比 活力 。 以 磷酸 缓冲 液 为 对 照 。 
1.5 pH 值 对 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 活性 的 影响 

不 同 pH 值 底 物 缓冲 液 的 配制 ， 参照 张 龙 翔 等 
(1997) JÆ: pH 2.2, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 6.4, 
7.0 的 缓冲 液 由 0.2 mol/L Na, HPO, 和 0.1 mol/L fT 
榜 酸 配制 而 得 ; pH 8.0，9.0，10.0，10.6 的 缓冲 
液 由 0.2 mol/L HARA 0.2 molL 氢 氧 化 钠 溶 液 按 
不 同体 积 比 配制 而 得 。 

KE LENS TENE E: 不 同 pH 值 的 0.0375 mol/L 
邻 茶 二 酚 0.4 mL、 酶 液 0.2 mL 和 相应 pH 值 的 磷酸 
缓冲 液 2.4 mL FEEFEE, Æ 420 nm 下 用 动 


力学 法 测定 2 min 内 活性 ， 重 复 3 次 。 
1.6 ”不同 温度 下 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 的 稳定 性 测定 

将 小 菜 蛾 敏感 品系 4 龄 幼虫 新 鲜 酶 液 分 别 置 于 
-20 导 和 4% 下 ， 用 时 间 动 力学 法 分 别 测定 第 1 天 ， 
第 3 天 ,第 5 天 和 第 7 天 的 活性 ; 另 一 部 分 置 于 
22T 下 ,， 测 其 6h、12h、1 天 、3 天 和 5 天 后 的 比 
活力 。 每 组 设 3 次 重复 。 
1.7 不 同龄 期 酷 氨 屋 酶 活性 测定 

制备 敏感 品系 1、2、3、4 龄 幼虫 及 预 贤 、 师 
和 成 虫 6 组 酶 液 ， 用 动力 学 法 测 其 420 nm F, 
2 min 内 活性 。 每 组 重复 3 次 。 
1.8 茶 基 硫 脲 对 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 的 抑制 作用 
(L,) 测定 

将 不 同 浓度 的 荃 基 硫 脲 (0.125 ~ 8 pmol/L 成 等 
比 增 加 ) 与 酶 液 及 邻 葵 二 酚 和 茶 基 硫 脲 构成 3 mL 
反应 体系 ，420 nm 下 用 动力 学 法 测 2 min 内 活性 ， 
每 个 浓度 重复 3 次 。 
1.9 有 蛋白质 含量 测定 

参照 Bradford (1976) 考 马 斯 亮 蓝 G-250 法 。 
1.10 ”活力 定义 

1 个 酶 活力 单位 为 22 人 下 每 分 钟 每 毫克 蛋白 中 
催化 邻 葵 二 酚 反 应 生成 邻 葵 配 使 0Dsw 值 增加 0.01 
所 需 的 酶 量 ( 赵 娇 等 ，1997) 。 


2 结果 与 分 析 


21 栈 氨 酸 酶 活性 测定 : 终点 法 和 动力 学 法 比较 
图 1 表明 ， 冰 浴 中 反应 混合 物 的 0Dsw 值 随时 

间 延 长 而 不 断 增加 。 说 明 在 冰 浴 状态 

下 ， 反 应 仍 在 进行 。 从 3 ~ 36 min，0D,。 值 不 断 增 

X (38433 min 时 已 增加 为 初始 值 的 1.5 倍 ),， 方差 
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图 1 反应 混合 物 冰 浴 不 同时 间 后 0Dsw 值 的 变化 
Fig. 1 Changes of ODi» value dependent on the times during 


which the reacted mixtures were incubated in ice-water 
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分 析 表 明 3 min 及 以 后 所 测 0Dyw 值 均 与 初始 OD, 
值 差 异 显著 (P«0.01), 说 明 用 冰 浴 降温 来 终止 
反应 的 终点 法 不 可 能 完全 终止 反应 。 

用 时 间 动 力学 法 监测 反应 进程 ， 在 min 内 吸 
光度 的 变化 呈 线 性 增加 (y =0.0118x - 0.0135, R? 
=0.9926) (图 2), 2 min 以 后 OD 值 的 增加 逐渐 减 
少 ， 说 明 反 应 速度 降低 。 因 此 ， 反 应 速度 在 开始 后 
的 两 分 钟 内 是 恒定 的 ， 将 反应 时 间 定 为 2 min 能 获 
得 比较 准确 的 结果 。 


0.16 






0.14 y =0.0118x - 0.0135 


0.12 R? = 0.9926 


0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 1f0 120 
时 间 Time (s) 
图 2 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 催化 的 反应 中 
0D4m 值 与 时 间 的 关系 
Fig. 2 Relationship between the OD,» values and time in 


a reaction catalyzed by tyrosinase 


2.2 pH 值 对 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 活性 的 影响 

小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 比 活力 在 不 同 pH 值 下 变化 很 
大 。 在 pH3.0 以 下 几乎 无 活性 ,在 pH4.0~5.0 之 
间 ， 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 比 活力 迅速 上 升 ， 在 pH 6.0 
~7.0 之 间 酶 活力 较 高 且 差 异 不 显著 (P0.05). 
其 中 pH 6.4 时 酷 氨 酸 酶 比 活力 最 高 ， 因 此 最 适 pH 
值 在 6.4 左右 。 当 pH 值 大 于 7.0， 酷 氮 酸 酶 比 活 
力 下 降 (图 3)。 
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Fig. 3 Effect of pH value on the specific activity of tyrosinase 


in larvae of the diamondback moth 


2.3 温度 对 小 菜 蛾 栈 氨 酸 酶 稳定 性 的 影响 

不 同 温度 对 小 菜 蛾 酪 氨 酸 酶 的 活性 影响 不 同 。 
2CF, 12h 内 活性 变动 不 大 ，12 h 后 活性 明显 降 
低 ; 4CF, 2h 内 活性 基本 稳定 ， 此 后 活性 开始 下 
降 ; -20'0, 7 天 内 活性 均 未 出 现 较 大 变动 (图 4). 
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Fig. 4 Stability of tyrosinase in larvae of 
the diamondback moth at different temperatures 


2.4 ”小菜 蛾 不 同 发 育 期 酷 氨 酸 酶 活性 变化 

在 小 菜 蛾 各 发 育 阶段 中 ， 预 肾 期 的 栈 氮 酸 酶 活 
力 最 高 ， 是 1 龄 的 7.8 售 ; 其 次 为 4 龄 ， 是 1 龄 的 
4.5 倍 ; 其 它 各 阶段 酶 活力 较 低 ， 其 中 成 虫 阶段 酶 
活力 最 低 ， 仅 为 1 龄 的 7/110。 幼 虫 1~3 龄 酷 氨 酸 
酶 活力 无 明显 差异 (已 <0.01) (图 5). 
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发 育 阶 段 Developmental! stages 


图 5 不 同 发 育 阶 段 小 菜 蛾 酪 氨 酸 酶 活性 的 变化 
Fig. 5 Developmental changes of tyrosinase 
activity in the diamondback moth 
LI ~ I4: 1~4 龄 幼虫 1-4instar larvae; 

PP: 预 肾 Pharate pupa; P: 肾 Pupa; A: JM Hi Adult 
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2.5 Edi Wit BR] h SEE BE SRL IRE 31 h 1E A 

茶 基 硫 脲 对 小 菜 蛾 敏感 品系 酪 氨 酸 酶 的 I E 
为 1.2795 jmol/L， 对 抗 性 品系 酷 氨 酸 酶 的 Jo 值 为 
1.1796 pmol/L， 但 其 95% E fa EX IBI EU, WAAR 
不 显著 。 


3 Wit 
3.1 终点 法 与 动力 学 法 


目前 国内 有 关 栈 氨 酸 酶 活性 测定 的 报道 中 ， 有 
不 少 采 用 的 是 终点 法 (FAH, 1993; 陈 尚文 和 杨 
振 德 等 ，1996; 赵 娇 等 ，1997; 李 凤 舞 等 ，1998 ) 。 
本 研究 结果 表明 ， 冰 浴 并 不 能 完全 终止 反应 ， 这 是 
终点 测定 法 的 主要 缺点 ， 尤 其 在 测定 大 量 样本 时 先 
测 样品 和 后 测 样品 间 会 存在 较 大 的 误差 。 采 用 动力 
学 法 测定 小 菜 蛾 酷 氮 酸 酶 的 比 活力 避免 了 这 一 问 
题 ， 使 不 同时 间 所 测 样品 的 结果 具有 可 比 性 ， 而 县 
测定 结果 也 更 为 准确 。 
3.2 pH 值 对 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 活性 的 影响 

小 菜 蛾 酪 氨 酸 酶 的 比 活力 在 pH 6.0 ~7.0 之 间 
变化 不 大 ,在 pH 6.4 时 最 高 。 说 明 小 菜 蛾 酷 氨 酸 
酶 的 最 适 pH 值 在 6.4 左右 ,与 赵 娇 等 测定 的 日 本 
对 是 Penaeus japonicus 的 酷 氨 酸 酶 最 适 pH [B Xr (DÀ 
6.5 ( 赵 娇 等 ，1997)。Aso 等 (1984) 发 现 烟草 天 蛾 
晴 表 皮 中 栈 氨 酸 酶 在 pH 5.3 ~ 7.5 间 较 稳定 ， 最 适 
pH 值 为 6.0。Hara 等 (1993) 研究 表明 家 蝇 幼 虫 酷 
氨 酸 酶 的 活性 在 pH 6.0 ~ 10.0 之 间 稳 定 ， 最 适 pH 
值 为 7.4。 说 明 不 同 动物 种 类 中 栈 氨 酸 酶 的 最 适 pH 
值 是 不 同 的 。 
3.3 温度 和 贮存 时 间 对 小 菜 蛾 栈 氨 酸 酶 活性 的 
影响 

温度 对 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 的 活性 有 明显 影响 。 在 
室温 22C 时 ， 栈 图 酸 酶 的 活性 在 12 h 内 基本 稳定 ， 
12 h 后 活性 急剧 下 降 直 到 丧失 ; 在 4% 下 其 活性 可 
保持 72h，72h 后 活性 迅速 下 降 ; 在 -20C 下 保存 
7 天 其 活性 基本 保持 不 变 。 因 此 ， 在 进行 小 菜 蛾 酷 
氨 酸 酶 活性 测定 或 纯化 时 ， 在 12 h 内 均 可 在 室温 
下 操作 而 不 必 担 心 其 失 活 ， 也 避免 了 反复 冻 融 造成 
的 酶 活性 丧失 。 对 于 栈 氨 酸 酶 短期 保存 可 在 AC E 
行 ， 若 要 长 期 保存 就 必须 在 - 200€ EA e 
3.4 小 菜 蛾 酷 氨 酸 酶 与 抗 药性 的 关系 

Semensi 和 Sugumaran (1986) 发 现 MON-0585 
(一 种 昆虫 生长 调节 剂 ) XIR R Aedes aegypti 
的 酷 氨 酸 酶 活性 有 一 定 程度 的 抑制 。 吴 刚 和 尚 稚 珍 


(1992) 研究 表明 氟 喧 脲 和 灭 幼 逐 工 号 杀 死 亚洲 玉 
Xİ Ostrinia furnacalis 的 主要 机 理 是 其 诱导 虫 体 内 
的 酚 氧 化 酶 及 几 丁 质 酶 活力 增高 ， 注 射 8h 后 即 可 
看 到 酚 氧 化 酶 活力 明显 升 高 ， 中 毒 症状 最 先 表 现 的 
LERET., Wo FRAG (1998) 发 现 顺 式 
氯氰菊酯 处 理 蚊 幼虫 后 其 体内 的 酷 氨 酸 酶 活力 明显 
降低 ， 使 蚊 幼 虫 的 生长 发 育 受 到 阻碍 。 但 李 周 直 
(1993) 对 氰 成 菊 酯 处 理 马 尾 松 毛虫 Dendrolimus 
punctatus 后 酷 氮 酸 酶 活力 的 变化 研究 后 认为 ， 该 酶 
与 虫 体 抗 药 性 之 间 无 明显 相关 性 。 因 此 ， 关 于 昆虫 
的 酪 氮 酸 酶 活性 与 抗 药 性 是 否 有 关 ， 目 前 认识 尚 不 
统一 。 

一 般 说 来 ， 小 菜 蛾 幼虫 随 着 龄 期 的 增 大 ， 抗 药 
性 逐渐 增强 ， 尤 其 在 3 龄 以 后 ， 其 抗 药性 迅速 增 
强 。 本 人 研究 表明 ， 小 六 蛾 在 1 ~ 3 龄 其 酷 氨 酸 酶 活 
性 变化 不 大 ， 从 4 龄 到 预 晴 期 酷 氨 酸 酶 活性 急剧 上 
升 ， 到 肾 期 后 又 开始 下 降 。 这 与 小 菜 蛾 各 龄 期 对 杀 
虫 药剂 的 抗 性 程度 基本 一 致 。 但 酷 氨 酸 酶 活性 高 低 
究竟 与 小 菜 蛾 抗 药 性 是 和 否 有 关 ， 还 有 待 于 进一步 研 
究 证 实 。 
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